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POVZETEK 
Vitamin D oziroma njegova aktivna oblika ima pomembno vlogo v človeškem telesu. Njegova 
sinteza je regulirana po potrebah kalcija in fosforja, medtem ko so koncentracije 1,25-
dihidroksivitamina D3 spremenjene pri različnih jetrnih in ledvičnih boleznih, boleznih 
obščitničnih žlez, mutacijah gena za 1α-hidroksilazo, sarkoidozah in limfomih. Zaradi tega je 
pomembno vedeti, ali je rezultat meritve analita zanesljiv, da mu lahko zaupamo. 
Cilj naloge je bil preizkusiti lastnosti metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D oziroma 
preizkusiti natančnost in pravilnost metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D z namenom 
ugotovitve, ali lahko metodo uporabljamo v rutinskem laboratorijskem delu.  
Pri določanju koncentracij 1,25-dihidroksivitamina D smo uporabljali set »IDS-iSYSXp«, ki 
vključuje imunoekstrakcijo 1,25-dihidroksivitamina D, in aparat »IDS-iSYS Multi-Discipline 
Automated System«. 
Natančnost smo določali s pomočjo modela 5 × 5, ki vključuje 5 meritev v 5 dneh. Kriterije 
sprejemljivosti lahko navaja proizvajalec, ali so navedeni v Westgardovi bazi podatkov bioloških 
variacij. V današnjem pristopu kontrole kakovosti v laboratoriju se upoštevajo potrebe klinikov, 
pri čemer so meje nenatančnosti postavljene glede na biološko variacijo. Pri preizkušanju 
natančnosti med serijami in znotraj njih smo dobili koeficiente variacij pod 10 %, kar zadošča 
kriterijem sprejemljivosti. 
Pravilnost smo določali z merjenjem vzorcev iz programa za zunanjo kontrolo kakovosti, ki nam 
kaže, za koliko rezultat odstopa od prave vrednosti, in se običajno označuje kot netočnost. 
Ocenjevanje točnosti s pomočjo vzorcev za zunanjo kontrolo kakovosti smo uporabljali iz 
tehničnih razlogov, ker smo imeli že zbrane in obdelane podatke zunanjih kontrol. Program za 
zunanjo kontrolo vitamina D navaja, da mora biti več kot 80 % rezultatov zunanjih kontrolnih 
vzorcev znotraj 30 % tarčne vrednosti. Rezultati, ki smo jih dobili pri merjenju zunanjih kontrol, 
zadoščajo kriterijem, ki jih navaja program za zunanjo kontrolo vitamina D. 
Z verifikacijo metode smo dobili rezultate znotraj kriterijev sprejemljivosti in zaradi tega lahko 
zaključimo, da je metoda ustrezna za rutinsko laboratorijsko prakso.  
Ključne besede: vitamin D, natančnost, pravilnost, verifikacija 
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ABSTRACT 
Vitamin D has an important role in human body. Synthesis depends on body sources of phosporus 
and calcium. 1,25-dihydroxyvitamin D3 concentrations are altered with variety of hepatic and 
renal diseases, as well as with disorders of parathyreoid gland, 1 α hydroxylase mutations, 
sarcoidosis and lymphoma. Therefore, it is important to specify the result to make it thrustworthy 
diagnostic method.  
Aim of this research was to analyze the characteristics of 1,25-dihydroxyvitamin D quantifying 
method, as well as to determine the precision and accuracy for the purpose of using this method 
in routine laboratory practise.  
For determinating concentations of 1,25-dihydroxyvitamin D we used „IDS-iSYSXp“ kit wich 
includes imunoextraction of 1,25-dihydroxyvitamin D and the machine „IDS- iSYS Multi-
Discipline Automated System“. 5 × 5 experimental model was used to determine the precision. 
The model is conducted from five measurements in five days. Acceptance criteria are defined by 
the manufacturer of the method or by the Westgard database of desirable biological variations. 
Modern approach to quality control follows the needs of clinicians; therefore the limits of 
imprecision are set in reference to biological variations. Coefficiets of variations for within a 
between series precision were all under 10 % wich satisfies acceptance criteria.  
Accuracy was determinated with measurements of samples from external quality assessment 
program. Accuracy is a measure which gives us information of how much the result is deviating 
from real value, and is expressed as inaccuracy. We used external quality assessment samples for 
technical reasons because we already had the results from external quality assessment organizers. 
From examinating the results of method verification we concluded that the results are within the 
acceptance criteria, and that the method can be used in routine laboratory practise. External 
quality assessment program for Vitamin D quotes that more than 80% of the results of external 
control samples must be within 30 % of the target value. 
Our results satisfied external quality assessment program for Vitamin D demands.  
 
Key words: vitamin D, precision, accuracy, verification 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
CLSI – Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (angl. Clinical and Laboratory Standard 
Institute) 
CLSI EP-5A2 – protokol za ocenjevanje kvantitativnih merilnih postopkov Inštituta za klinične 
in laboratorijske standarde 
DEQAS – program za zunanjo kontrolo vitamina D (angl. Vitamin D External Quality 
Assessment Scheme) 
EQA – zunanje ocenjevanje kakovosti (angl. External quality assassment) 
ISO 15189 – mednarodni standard ISO za medicinske laboratorije, ki predpisujejo zahteve za 
kakovost (angl. Medical laboratories requirements for quality) 
IQC – notranja kontrola kakovosti (angl. Internal quality control) 
PTH – paratiroidni hormon 
MOPS – 3-(N-morfolino)propansulfonska kislina 
UVB – ultravijolična svetloba 
VBP – vezavni protein vitamina D (angl. Vitamin D binding protein) 
VDR – receptor vitamina 
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1 UVOD 
 
1.1  Vitamin D  
Vitamin D ali kalciferol ni vitamin v pravem smislu besede, je pa prohormon. Za razliko od 
drugih vitaminov 10 % dnevnih potreb po vitaminu D dobivamo iz hrane. Samo pri 
nezadostni izpostavljenosti sončni svetlobi ga je treba vnašati s hrano. Najpomembnejša 
vloga vitamina D je regulacija absorpcije in homeostaze kalcija. Obstajajo dokazi, da vnos 
vitamina D nad koncentracijo, ki zadošča za normalno homeostazo in absorpcijo kalcija, 
zmanjšuje tveganje za razvoj inzulinske rezistence, metaboličnega sindroma in različnih 
drugih malignih obolenj. (1) Obstajata dva tipa vitamina D, in sicer živalski kalciferol ali 
holekalciferol ali vitamin D3 in rastlinski ergokalciferol ali vitamin D2 (slika 1). Pri živalih 
vitamin D3 nastaja iz prekurzorja 7-dehidroholesterola, pri rastlinah iz rastlinskega 
ergosterola. Vitamin D je sterolne strukture z odprtim B-prstanom. Priporočen dnevni 
odmerek vitamina D znaša 5–10 µg. 
 
Slika 1: Prikaz strukture vitaminov D2 in D3 
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Človeški organizem lahko sintetizira vitamin D3 s pomočjo ultravijolične (UVB) svetlobe, 
in sicer iz 7-dehidroholesterola nastaja termolabilni provitamin in nato se znotraj treh dni s 
pomočjo termoizomerizacije spremeni v vitamin D3. Po nastanku vitamina D3 plazmenski 
vezavni protein vitamina D (VBP) premakne vitamin D3 iz kože v kri. (2) Vloga vitamina 
D je tako pospeševanje mineralizacije kosti, tako da stimulira absorpcijo kalcija in fosfata v 
črevesju in regulira njuno koncentracijo, kot tudi povečevanje reabsorpcije kalcija in fosfata 
v ledvicah. Skupaj s paratiroidnim hormonom (PTH) spodbuja mobilizacijo kalcija in 
fosfatov iz kosti.  
Vitamin D3 se absorbira iz črevesja s pomočjo limfnega sistema, v krvi pa se transportira s 
pomočjo VBP. VBP je specifičen visoko afinitetni transportni protein, s pomočjo katerega 
vitamin D3 vstopa v jetra. V jetrih se s pomočjo 25-hidroksilaze hidroksilira v 25-
hidroksivitamin D, ki je pri fizioloških koncentracijah biološko inaktiven. Razen v jetrih se 
vitamin D hidroksilira še v črevesju in ledvicah. 25-hidroksivitamin D se nato v ledvicah 
pod vplivom 1α-hidroksilaze v mitohondrijih spremeni v zelo aktivno obliko, to je 1,25-
dihidroksivitamin D3, ki je najpomembnejši metabolit vitamina D, ta pa regulira 
metabolizem kalcija in fosfatov ter deluje na kosti. Raziskovalci za 1,25-dihidroksi vitamin 
D3 menijo, da je njegov način delovanja isti kot pri drugih steroidnih hormonih. Razen 25-
hidroksi vitamina D in 1,25-dihidroksivitamina D se vitamin D lahko metabolizira v neke 
druge hidroksilirane metabolite. Vsi ti procesi so regulirani z mehanizmom povratne zanke. 
Omenjeni proces je prikazan na sliki 2. 
Sintezo 25-hidroksivitamina D v jetrih regulira njegova koncentracija v jetrih, z druge strani 
pa je sinteza 1,25-dihidroksivitamina D regulirana s potrebami po kalciju in fosforju. Pri 
hipokalciemijah se sintetizira več 1,25-dihidroksivitamina D, pri hiperkalciemijah pa se 
sintetizira več 24,25-dihidroksivitamina D, ki metabolno ni aktiven. Pravzaprav potreba po 
kalciju aktivira sproščanje PTH-ja, ki deluje na sintezo aktivnega vitamina D v ledvicah. Iz 
tega izhaja, da razen pomankanja vitamina D3 lahko tudi motnje v regulaciji hidroksilacije 
vitamina D3 povzročajo motnje v mineralizaciji kosti, absorpciji kalcija in fosforja ter 
funkciji mišic. V plazmi so različni hidroksi derivati vitamina D3. Določanje koncentracij 
vitamina D izvajamo v diferencialni diagnostiki hipokalciemij, hiperkalciemij in kostnih 
bolezni. (3)   
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Slika 2: Poenostavljen prikaz nastanka 1,25-dihidroksivitamina D 
 
       
  
1.2  Izvor in motnje vitamina D 
 
Molekularna struktura vitamina D je podobna strukturi klasičnih steroidnih hormonov, kot 
so estradiol, kortizol in aldosteron, in sicer jim je skupna ciklopentanoperhidrofenantrenska 
struktura. Vitamin D je v bistvu sekosteroid, kar pomeni, da je B-prstan v 
ciklopentanoperhidrofenantrenski strukturi odprt. Vitamin D3 se v koži sintetizira 
fotokemično pod vplivom UV-svetlobe iz 7-dehidroholesterola, ki je prisoten v epidermisu. 
Konjugirane dvojne vezi 7-dehidroholesterola omogočajo absorpcijo svetlobe pri določenih 
valovnih dolžinah v UV-območju, pri čemer se sproža niz sprememb, ki omogočajo 
Previtamin D3 Vitamin D iz hrane 
Vitamin D3 
25-hidroksilaza 
v jetrih 
 
25-hidroksi-
vitamin D 
1α-hidroksilaza 
v ledvicah 
1,25-dihidroksivitamin D 
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pretvorbo provitamina v vitamin D3. Pri zadostni izpostavljenosti sončni svetlobi ni 
potrebno jemanje vitamina D z hrano ali iz nadomestnih pripravkov. Dnevna potreba po 
vitaminu D do 50. leta življenja znaša 5 µg, od 50.–70. leta 10 µg in od 70. leta življenja 15 
µg. V hrani je zelo malo vitamina D. V rastlinah in kvasovkah je v obliki D2. Oblika D3 se 
nahaja v nekaterih vrstah rib in v maslu. Vitamin D se iz hrane absorbira v tankem črevesu 
in prehaja v limfo ter kasneje v kri in jetra. V zadnjih šestih desetletjih je veljalo, da imata 
vitamina D2 in D3 enak biološki učinek v človeškem telesu, vendar so dokazali, da je 
vitamin D3 učinkovitejši. (4) Mutacije gena za receptor 1,25-dihidroksivitamin D 
povzročajo rahitis, nadalje mutacije pa povzročajo polimorfizme, ki so povezani z velikostjo 
kostnine. 1,25-dihidroksivitamin D povečuje absorpcijo kalcija v tankem črevesu, spodbuja 
njegovo sproščanje iz kosti in inhibira sproščanje PTH. Receptorji za vitamin D se nahajajo 
v različnih tkivih in celicah (hipofiza, prostata, slinavka, dojka, koža, limfociti, monociti), 
interakcija »receptor vitamina D (VDR)–vitamin D« pa spodbuja diferenciacijo in inhibira 
proliferacijo. (5) 
 
 
1.3  Način delovanja 1,25-dihidroksivitamina D 
1,25-dihidroksivitamin D tako kot drugi steroidni hormoni spodbuja biološki odziv na način, 
da regulira prepisovanje genov (genski odziv) ali hitro aktivira cel niz različnih signalnih 
poti. Genski odziv na 1,25-dihidoksivitamin D nastaja zaradi interakcije jedrnega receptorja 
in 1,25-dihidroksivitamina D. Jedrni receptor za vitamin D je specifičen samo za 1,25-
dihidroksivitamin D za druge predhodne oblike vitamina D3 ali ergokalciferola pa ne. 
Nastanek kompleksa ligand–receptor rezultira v konformacijskih spremembah v receptorju 
in tako omogoča nadaljnjo interakcijo z drugimi proteini, ki sestavljajo transkripcijski 
sistem. Poznavanje komplementarnosti liganda in receptorja je tudi pomembno pri 
načrtovanju novih oblik hormonov, ki se uporabljajo pri zdravljenju. Ocenjujejo, da VDR 
regulira ekspresijo okrog 500 genov v človeškem genomu. 1,25-Dihidroksivitamin D se 
lahko veže z membranskim VDR in na ta način sproži tako imenovani hitri odziv. Pri hitrem 
odzivu se po vezavi 1,25-dihidroksivitamina D in membranskega VDR aktivirajo sekundarni 
prenašalni sistemi, kar vključuje molekule, kot so fosfolipaza C, protein kinaza C in 
fosfatidilinozitol-3-kinaza, izid te vezave liganda in receptorja pa je lahko odpiranje 
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napetostno odvisnih kanalčkov, kalcijevih in kloridnih kanalčkov ali aktivacija sekundarnih 
prenašalcev, ki lahko sodelujejo v komunikaciji z jedrom in na ta način spreminjajo gensko 
ekspresijo. (6) 
1.4  Hipovitaminoze D 
Ker je 1,25-dihidroksivitamin D aktivna oblika vitamina D, hipovitaminoza nastaja, kadar 
je zmanjšana biorazpoložljivost ali je moteno njegovo delovanje zaradi disfunkcije 
receptorja za 1,25-dihidroksivitamin D. Osebe s hipovitaminozo D imajo povečano tveganje 
za razvoj osteoporoze, kardiovaskularnih in avtoimunih bolezni. Simptomi, ki se pojavljajo 
pri hipovitaminozah D so bolečine v kosteh, utrujenost, depresija, ovirano celjenje ran. 
Zmanjšana bioraspoložljivost 1,25-dihidroksivitamina D lahko nastane zaradi pomanjkanja 
vitamina D ali zaradi motnje v sintezi 1,25-dihidroksivitamina D. Nezadostna 
izpostavljenost sončni svetlobi, zmanjšan vnos s hrano, stanja, pri katerih je zmanjšana 
absorpcija v črevesju zaradi zmanjšane absorpcije lipidov, povečana izguba ali razgradnja 
vitamina D in njegovih derivatov – vse našteto so lahko razlogi za nastanek hipovitaminoze 
D. (5) 
Pri nefrotičnem sindromu se zaradi poškodbe ledvic izgublja 1,25-dihidroksivitamin D 
skupaj z VBP-jem, jetra pa takšno stanje lahko kompenzirajo s sintezo vitamina D – tudi 
bolniki na dializi izgubljajo vitamin D skupaj s prenašalno beljakovino. Veliko zdravil vpliva 
na aktivnost 25-hidroksilaze in tako pospešujejo razgradnjo 25-hidroksivitamina D. 
Dolgotrajno jemanje antiepileptikov povzroča hipovitaminozo D (npr. barbiturati, hidantion, 
rifampicin). 
Motnje v sintezi 1,25-dihidroksivitamina D nastajajo zaradi mutacije gena za encim 1α-
hidroksilaza ali zaradi disfunkcije ledvic. Že v začetni stopnji ledvične odpovedi je sinteza 
1,25-dihidroksivitamina D zmanjšana zaradi neposrednega učinka hiperfosfatemije, ki 
inhibira delovanje 1α-hidroksilaze. Pri kronični ledvični odpovedi ni dovolj ledvičnega 
parenhima, v katerem bi 1α-hidroksilaza lahko delovala. Pri hipoparatireozi je zmanjšana 
aktivnost 1α-hidroksilaze, ker PTH spodbuja delovanje tega encima, pa tudi pri slabo 
kontroliranem diabetesu je sinteza 1,25-dihidroksivitamina D motena. Dedne oblike 
hipovitaminoz D nastajajo zaradi podedovane mutacije za 1α-hidroksilazo in posledično 
izostaja sinteza 1,25-dihidroksivitamina D (rahitis tipa 1). Okvare gena receptorja za 1,25- 
dihidroksivitamin D povzročajo dedni rahitis, rezistenten na vitamin D. Karakteristični 
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simptomi rahitisa so moten rast in motorične sposobnosti, ter deformacije spodnjih okončin. 
(5) 
1.5  Hipervitaminoze D 
Hipervitaminoza D nastane v primeru čezmernega jemanja vitamina D. Posledica 
hipervitaminoze D je hiperkalcijemija, simptomi hiperkalcijemije so slabost, bruhanje, 
pogosto mokrenje. Ker je vitamin D liposolubilen, se pri predoziranju kopiči v telesu in se 
pojavlja intoksikacija. Hipervitaminoza D se kaže z nespecifičnimi simptomi kot je 
konstipacija, dehidracija, visok krvni pritisk, ledvični kamni in srčne aritmije. Pri sarkoidozi 
se lahko ektopično sintetizira 1,25-dihidroksivitamina D v monocitno-makrocitnih 
vozličkih. Visoka koncentracija 1,25-dihidroksivitamina D v plazmi povzroča 
hiperkalciemijo, hiperkalciurijo in hiperparatireozo. Bolezni, pri katerih se kopičijo monociti 
in makrofagi, lahko povzročajo hipervitaminozo D – to so tuberkuloza, granulomatoza in 
limfomi. (4) Včasih so novorojenci občutljivi na koncentracijo, višjo od 50 µg/dan, kar lahko 
pripelje do povečane koncentracije kalcija v plazmi. Posledice so lahko spazem krvnih žil, 
povečan krvni tlak in kalcinoza. Čeprav je čezmerno jemanje vitamina D toksično, čezmerna 
izpostavljenost sončnim žarkom ne povzroča intoksikacije zaradi omejene sinteze 
prekurzorja vitamina D, to je 7-dehidroholesterola. (7) 
 
1.6  Zagotavljanje in kontrola kakovosti laboratorijskih preiskav 
Zagotavljanje kakovosti zajema celokupne ukrepe, ki jih laboratorij mora izvesti, da bi 
dosegal sprejemljivo stopnjo kakovosti in le-to upravljal. Ti ukrepi vključujejo upravljanje 
kakovosti, kontrolo kakovosti in sistem kakovosti. Za vpeljavo sistema za zagotavljanje 
kakovosti mora medicinski laboratorij imeti izobraženo in motivirano osebje, natančno in 
umerjeno opremo in inštrumente, primerne metode ter dober material. Upravljanje kakovosti 
je prva stopnja pri zagotavljanju kakovosti analiznih postopkov. Primarni namen upravljanja 
kakovosti je preprečevanje napak. Upravljanje kakovosti zajema aktivnosti, s katerimi se 
dosegajo statistični nadzor in točnost analiznega postopka ter ponovljivi in zanesljivi 
rezultati. Kontrola kakovosti je mehanizem, s katerim se preverja sprejemljivost rezultatov 
laboratorijske analize, in se uporablja da bi lahko ocenili učinkovitost upravljanja kakovosti. 
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(8) Analizna kontrola se v medicinskih laboratorijih izvaja spomočjo zunanjega in 
notranjega ocenjevanja kakovosti ter medlaboratorijske primerjave 
Zunanja kontrola kakovosti temelji na preskušanju usposobljenosti laboratorijev s pomočjo 
medlaboratorijskih primerjalnih testov. Preizkušanje usposobljenosti laboratorijev 
organizira referenčni laboratorij ali pooblaščena institucija, pri kateri več laboratorijev 
analizira enega ali več identičnih vzorcev znane vsebine in neznane koncentracije. 
Laboratoriji potem pošiljajo dobljene rezultate instituciji, ki je odgovorna za zunanjo 
kontrolo kakovosti, na statistično obravnavo. S primerjavo rezultata analiznega laboratorija 
in rezultata kontrolnega materiala institucije, odgovorne za zunanjo kontrolo kakovosti, 
lahko zaznajo laboratorij, metodo, set ali reagens, ki ne zadošča standardom institucije, 
odgovorne za zunanjo kontrolo kakovosti. (12) Notranja kontrola kakovosti je sestavljena iz 
postopkov, ki jih izvaja laboratorijsko osebje z namenom kontinuiranega vrednotenja 
kakovosti rezultatov, dobljenih z določenim analiznim postopkom. V preglednici I so 
prikazani načini izvajanja notranje kontrole kakovosti. Notranja kontrola kakovosti v 
laboratoriju mora biti na visoki ravni, da bi lahko dokazala veljavnost rezultata meritve. 
Odgovornost laboratorija je postaviti in upravičiti določeno raven kontrole kakovosti in pri 
tem biti pozoren na zanesljivost metode in kritične točke v analiznem postopku. Za rutinsko 
analizo sprejemljiv delež notranjih kontrol v celokupni laboratorijski storitvi je 5 %. V 
današnjem svetu so točni, zanesljivi in primerljivi rezultati izjemnega pomena, zato norme, 
ki predpisuje mednarodni standard ISO za medicinske laboratorije (ISO 15189), zahtevajo 
meriteljski pristop k procesu merjenja, in sicer zahtevajo validacijo metod, zagotavljanje 
meriteljske sledljivosti in poznavanje merilne negotovosti. Tako prinašanje pravilne 
odločitve, ali je merilni postopek ustrezen za določen namen, kot ocenjevanje merilne 
negotovosti rezultata sta mogoča samo ob dobrem poznavanju merilnih postopkov. Koliko 
dober je merilni proces, se presoja na podlagi števila slučajnih in sistemskih napak. 
Preizkusi, ki jih izvajamo za namen verifikacije metode, nam dajejo vpogled v velikost in 
izvor napak ter nam lahko služijo za vrednotenje merilnih negotovosti. (9) 
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1.7  Validacija in verifikacija laboratorijskih preiskav 
Termina validacija in verifikacija se uporabljata za potrditev dokazov in se pogosto napačno 
uporabljata. Mednarodne organizacije za standarde, kot je ISO, inštitut za klinične in 
laboratorijske standarde (CLSI), akreditacijske agencije in lokalni oziroma državni zakoni 
opisujejo zahteve za validacijo in verifikacijo. (15) Validacija mora biti obsežna in mora z 
objektivnimi dokazi potrditi zmogljivosti in omejitve preiskave ter ugotoviti dejavnike, ki 
vplivajo na analizni postopek. (14) Po Direktivi 98/79EC Evropskega sveta in parlamenta 
so proizvajalci in vitro diagnostične opreme in reagentov odgovorni za validacijo, 
uporabniki pa so dolžni narediti verifikacijo. (13) Validacija nekega elementa (merilnega 
postopka, metode) je zagotavljanje objektivnih dokazov, da ta element izpolnjuje zahteve za 
določeno uporabo. Da so izpolnjene zahteve za določeno uporabo analize, potrdi verifikacija 
z naslednjimi lastnostmi analiznega postopka: merilna pravilnost, merilna točnost, merilna 
natančnost, merilna negotovost, analizna selektivnost, analizna občutljivost, meja 
zaznavnosti in določljivosti, merilni interval, diagnostična specifičnost in občutljivost. (14) 
Objektivni dokazi so zapisi o izvedbi validacijskih eksperimentov. Pogoj za pridobitev 
zanesljivih in mednarodno sprejetih rezultatov laboratorijske analize po standardu ISO 
15189 je, da meritveni pristop mora zagotoviti sledljivost rezultatov in ocenjevanje 
nezanesljivosti meritev. (9) S pomočjo validacije lahko ovrednotimo kakovost izvedene 
analize in tudi zagotovimo zanesljivost rezultatov ter je kazalec morebitnih pomanjkljivosti 
metod. Verifikacija je enkratni postopek za določanje lastnosti metode, preden se ta začne 
uporabljati v rutinski analizi. Uporabniki analiznih setov bi morali pri verifikaciji oceniti 
pravilnost in natančnost metode ter njeno merilno območje in preveriti, ali so referenčni 
intervali, ki jih navaja proizvajalec, primerni populaciji. (13, 14) Pravilnost je ujemanje med 
srednjo vrednostjo merjenca in njegove prave vrednosti. Pravilnost nima številčne vrednosti 
in je povezana s sistemsko napako, kar pomeni, da pristranost vseh rezultatov gre v isto smer. 
Pravilnost nam kaže, za koliko rezultat odstopa od prave vrednosti, in se običajno označuje 
kot nepravilnost. Podatek o pravilnosti običajno navaja proizvajalec, ampak je treba ta 
parameter vedno preizkušati in preverjati v laboratoriju. Pravilnost je odvisna od dela 
analitika, merilnega instrumenta, izpravnosti pipet in čistoče laboratorijskega orodja.  
Pravilnost se lahko preverja na več načinov (11, 17):  
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1. z dodatkom znane količine preiskovanega analita (»recovery test«). V vzorcu se 
določi koncentracija določenega analita in se nato doda znana količina istega analita, 
nakar se spet določa koncentracija. S testom se ocenjuje sistemska napaka zaradi 
kompetitivnih reakcij znotraj vzorca, kar vključuje tudi »matriks« učinek; 
2. z merjenjem koncentracij nekega analita v serumu z visokimi in serumu z nizkimi 
koncentracijami analita; 
3. s pomočjo komercialnih kontrolnih serumov s točno določeno koncentracijo analita. 
 
Včasih se pravilnost izraža kot nepravilnost ali pristranost (Bias). Nepravilnost je razlika 
med srednjo vrednostjo rezultatov več meritev in pravo vrednostjo izražena številčno. Bias 
je skupna sistemska napaka in se izraža kot pozitivna ali negativna razlika. Bias se določa z 
analizo najmanj dvajsetih vzorcev iz celega koncentracijskega območja.  
Pristranost lahko določimo z merjenjem koncentracije merjenca v vzorcih za zunanjo oceno 
kakovosti. Namen zunanje kontrole kakovosti je, da ocenimo točnost našega rezultata s 
primerjanjem rezultatov drugih laboratorijev, ki sodelujejo v programu za zunanje 
ocenjevanje kakovosti (EQA). Prave vrednosti vzorcev zunanje kontrole kakovosti so 
pogosto privzete vrednosti, dobljene iz rezultatov sodelujočih laboratorijev, kar pogosto 
privede do na videz napačnih rezultatov posameznega laboratorija. Boljša možnost bi bila, 
da koncentracije merjencev v vzorcih za zunanjo kontrolo kakovosti temeljijo na primerjavi 
z referenčnimi metodami. Laboratorij v kontrolnem vzorcu izmeri koncentracijo merjenca 
in te rezultate pošlje organizatorju programa EQA, ki rezultate statistično obdela in jih 
posreduje nazaj sodelujočim laboratorijem. Argumenti proti uporabi referenčnih materialov 
in kontrolnih vzorcev so predpostavka, ali so rezultati zunanjih kontrol sploh točni. 
Praviloma imajo referenčni materiali majhno merilno negotovost, razen če se značilno 
razlikujejo od bioloških vzorcev v smislu matriksa. Pristranost se lahko določi tudi brez 
referenčnih materialov ali primerljivih vzorcev, kot so kontrole. Alternativa za določanje 
odstopanja oziroma sistematične napake je merjenje koncentracije v vzorcu pacienta. To 
lahko naredimo, če spremljamo rezultate oseb, za katere pričakujemo rezultate znotraj 
referenčnega območja, ali če sčasoma spremljamo težnjo rezultata meritve. Prednost 
uporabe pacientovih vzorcev je, da vključuje biološko negotovost pri izračunu odstopanja. 
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Razen pravilnosti je pomembno tudi, da je metoda natančna. Natančnost predstavlja 
razpršenost rezultatov meritve nekega anlita okrog njegove prave vrednosti. Manjša 
razpršenost pomeni večjo natančnost. V praksi je natančnost merilo naključne napake. 
Natančnost se nanaša na ujemanje med ponovljenimi meritvami in se ocenjuje s pomočjo 
preizkusov, pri katerih se isti vzorec analizira večkrat, minimalno 10–20-krat. Natančnost 
razdelimo glede na to, kako izvajamo ponovitve meritev, in sicer natančnost v seriji 
(ponovljivost) in natančnost iz dneva v dan (reproducibilnost, vmesna natančnost). 
Natančnost v seriji je ponovljivost, ki jo srečamo, kadar se isti material analizira večkrat v 
isti analitični seriji ali kadar se delajo dvojne analize znotraj serije vzorca in se računa 
pristranost dvojnika. Natančnost iz dneva v dan se ocenjuje, kadar se večkrat analizira isti 
material v nekoliko različnih serijah v enem delovniku, upoštevamo pa najširše število 
spremenljivk, s katerimi se srečujemo v realnih laboratorijskih pogojih. (17, 18) Natančnost 
iz dneva v dan lahko razdelimo na vmesno natančnost in reproducibilnost. Vmesna 
natančnost pomeni ujemanje rezultatov, ki jih dobimo z istim postopkom merjenja v enem 
samem laboratoriju v daljšem časovnem obdobju. Pri tem upoštevamo običajna nihanja 
delovnih okoliščin, kot so različni tehniki, oprema in različni dnevi. Obnovljivost pomeni 
ujemanje rezultatov, ki jih dobimo po isti metodi, pri tem pa upoštevamo najširše število 
spremenljivk, s katerim se srečujemo vlaboratorijih, in nato rezultate meritve lahko 
primerjamo z drugimi laboratoriji. Obnovljivost predstavlja medlaboratorijsko natančnost. 
(18) Cilj verifikacije metode je dokazati, da metoda dosega lastnosti, ki jih navaja 
proizvajalec, oziroma dokazati mora, da metoda dosega specifične zahteve za nameravano 
uporabo. (14) Za uspešno izvedbo verifikacijskega preizkusa je neizmernega pomena 
seznanitev z delovanjem instrumenta in postopkom merjenja. Pomembno je tudi, da ocenimo 
tehnične lastnosti (volumen vzorca, poraba reagentov, hitrost vzorčenja), uporabnost, 
postopke za vzdrževanje instrumenta in kalibracijo ter izvedemo notranjo kontrolo kakovosti 
(preglednica I). (10) 
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Preglednica I: Načini izvajanja notranjih kontrol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Notranja kakovost vključuje: 
1. slepe probe (reagente, topila) 
2. merilne standarde 
3. nadomestne vzorce (zbir vzorcev, »spikane« vzorce) 
4. slepe vzorce 
5. ponovitev meritve 
6. analizo kontrolnih vzorcev 
7. interne vzorce 
8. izdelavo kontrolnih kart 
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2 NAMEN IN POTEK DELA 
 
Glavna predpostavka magistrske naloge je, da sta natančnost in pravilnost metode za 
določanje 1,25-dihidroksivitamina D znotraj intervala zaupanja in ustrezata potrebam 
laboratorija. Namen dela je preizkusiti, ali lahko metodo uporabljamo v rutinskem 
laboratorijskem delu, in sicer je treba na podlagi objektivnih dokazov presoditi, ali sta 
natančnost in pravilnost metode ustrezna za njeno uporabo v laboratoriju. Pri verifikaciji 
metode bomo proučevali natančnost in pravilnost metode. Natančnost bomo merili s 
pomočjo eksperimentalnega modela 5 × 5, s katerim določimo ponovljivost in vmesno 
natančnost. Pravilnost bomo določali glede na primerljivost rezultatov kontrolnih materialov 
z rezultati zunanje kontrole kakovosti. Pri verifikaciji metode za določanje 1,25-
dihidroksivitamina D smo uporabljali serume pacientov in naredili zbir z visokimi in nizkimi 
koncentracijami. Rezultate meritev smo statistično obdelali s pomočjo programa Microsoft 
Office Excel®. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
Pri verifikaciji metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D smo uporabili serume 
pacientov ter naredili zbir z nizkimi in visokimi koncentracijskimi vrednostmi. Serume smo 
hranili v zamrzovalniku. 
 
3.1  Namen metode 
Za določanje 1,25-dihidroksivitamina D smo uporabljali set IDS-iSYSXp za in vitro 
diagnostiko prizvajalca Immunodiagnostic systems (IDS), namenjeno za kvantitativno 
določanje 1,25-dihidroksivitamina D [1,25(OH)2D] v človeškem serumu. Rezultati merjenja 
nam pomagajo pri diagnostiki stanj, povezanih z motnjami 1,25-dihidroksivitamina D. 
 
3.2  Opis metode 
Aparat »IDS-iSYS Multi-Discipline Automated System« je enoviti analizni sistem, ki 
zajema imunoekstrakcijo in kvantifikacijo 1,25-dihidroksivitamina D v človeškem serumu. 
V prvi kiveti se 218 µL seruma delipidira in nato inkubira z magnetnimi delci, obloženimi s 
specifičnimi anti-1,25(OH)2Dprotitelesi. Po inkubaciji se magnetni delci spirajo in 1,25-
dihidroksivitamin D se eluira. Nato se 180 µL eluiranega 1,25-dihidroksivitamina D prenaša 
v drugo kiveto, kjer poteka imunoanaliza, ki temelji na kemiluminiscenčnem principu, in 
sicer 180 µL prečiščenega vzorca se inkubira z ovčjimi protitelesi proti 1,25-
dihidroksivitaminu D, označenimi z biotinom. Po inkubaciji se doda 1,25-dihidroksivitamin 
D označenega z akridinijevim estrom, in nato sledi druga inkubacija. Pred tretjo inkubacijo 
se dodajo s streptavidinom označeni magnetni delci. Magnet ulovi magnetne delce in nato 
sledi spiranje nevezanega 1,25-dihidroksivitamina D. Z dodatkom sprožilnega reagenta se 
emitira svetloba, ki je obratno sorazmerna s koncentracijo 1,25-dihidroksivitamina D v 
vzorcu. 
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3.3  Materiali         
Zagotovljeni materiali s strani »Immunodiagnostic systems«, proizvajalca analiznega 
seta IDS-iSYSXp    
Imunoekstakcijska kartuša 
Vsebina imunoekstrakcijske kartuše: 
̶ MPA1: magnetni delci, obloženi z monoklonalnimi protitelesi proti 1,25-
dihidroksivitaminu D, 2,8 mL; 
̶ DEL: delipidacijski reagent, raztopina dekstran sulfata in magnezijeva klorida, 2,6 
mL; 
̶ DIS: reagent za ločevanje 1,25-dihidroksivitamina D in VBP, 18,7 mL; 
̶ ELU: elucijski reagent, raztopina natrijevega hidroksida, 13 mL; 
̶ NET: nevtralizacijski reagent, raztopina citronske kisline, 3,4 mL; 
̶ BUF: pufer, ki vsebuje serumske albumine govejega porekla, 9 mL. 
Imunoanalizna kartuša 
Imunoanalizna kartuša vsebuje: 
– MPS3: magnetni delci, obloženi s streptavidinom v fosfatnem pufru, ki vsebuje 
serumske albumine govejega porekla s konzervansom (natrijev azid < 0,1 %), 2,6 
mL; 
– CONJ: konjugat 1,25-dihidroksivitamina D, označenega z derivatom akridinijevega 
estra v fosfatnem pufru, ki vsebuje serumske albumine govejega porekla s 
konzervansom (natrijev azid < 0,1 %), 9,6 mL; 
– Ab-BIOT: poliklonalno protitelo proti 1,25-dihidroksivitaminu D, označeno z 
biotinom v fosfatnem pufru, ki vsebuje serumske albumine govejega porekla s 
konzervansom (natrijev azid < 0,1 %), 13 mL; 
– BUFD: pufer za spiranje, patentirani detergent s PBS-om in natrijevim azidom kot 
konzervansom (< 0,1 %), 35 mL. 
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Sprožilni reagent: 
– Sprožilni reagent A: Vsebuje vodikov peroksid razredčen v kislem mediju. 
– Sprožilni reagent B: Raztopina natrijevega hidroksida. 
 
Kalibratorji: 
– CAL A: liofiliziran pufer 3-(N-morfolino)propansulfonska kislina (MOPS), ki 
vsebuje serumske albumine govejega porekla in 1,25-dihidroksivitamin D z 
natrijevim azidom kot konzervansom (< 0,1 %), 1,2 mL; 
– CAL B: liofiliziran pufer MOPS, ki vsebuje serumske albumine govejega porekla in 
1,25-dihidroksivitamin D z natrijevim azidom kot konzervansom (< 0,1 %), 1,2 mL. 
Razlika med CAL A in CAL B je v različnih koncentracijah. 1,25-dihidroksivitamina D.                            
Merilno območje 
Merilno območje metode je 18–360 pmol/L. Vse vrednosti pod 18 pmol/L se prikažejo kot 
< 18 pmol/L. Vzorci s koncentracijami nad 360 pmol/L se redčijo z raztopino IDS-iSYS 
Diluent A v razmerju 1 proti 2. Rezultat za razredčen vzorec se množi z dvakratnim 
redčitvenim faktorjem. 
Omejitve testa: 
– rezultati testa se morajo interpretirati skupaj s pacientovim kliničnim stanjem;         
– karakteristike analize niso potrjene na pediatrični populaciji; 
– heterofilna protitelesa iz preiskovanega vzorca lahko reagirajo z reagenčnimi 
imunoglobulini, pacienti, ki so izpostavljeni živalskemu serumu ali izdelkom iz 
njega, pa so nagnjeni k tovrstnim interferencam. 
Priprava vzorcev 
Za pripravo vzorca smo uporabljali serume pacientov. V laboratorijskem informacijskem 
sistemu smo poiskali tako serume pacientov, ki so imeli vrednosti 1,25-dihidroksivitamina 
D v nižjem predelu merilnega območja, kot tudi paciente z vrednosti iz višjega predela 
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merilnega območja. Nato smo naredili zbir serumov z nizkimi in serumov z visokimi 
vrednostmi. Vzorci so bili shranjeni v zamrzovalniku pri temperaturi –20 ºC. 
 
Natančnost, ki jo je določil proizvajalec »Immunodiagnostic systems« 
Proizvajalec je natančnost določil v skladu s predpisi protokola za ocenjevanje kvantitativnih 
merilnih postopkov inštituta za klinične in laboratorijske standarde (CLSI EP-5A2). Šest 
vzorcev je bilo analiziranih v dvojniku, dvakrat na dan, znotraj sedmih dni. Rezultati meritve 
natančnosti so prikazane v Preglednici II 
 
Vzorec 
Srednja 
vrednost 
(pmol/L) 
Ponovljivost 
SD (pmol/L) KV% 
Vse skupaj 
SD (pmol/L) 
KV% 
Serum 1 36,0 7,2 10,8 7,4 11,7 
Serum 2 66,5 4,3 4,8 5,5 9,8 
Serum 3 103,0 11,0 9,8 25,0 10,2 
Serum 4 209,5 7,7 8,4 21,1 13,0 
Kontrola 1 58,1 17,8 7,6 27,4 9,5 
Kontrola 2 80,4 11,8 4,0 47,8 10,9 
 
Preglednica II: Rezultati natančnosti, ki jih navaja proizvajalec 
 
3.4  Pravilnost in natančnost  
Ocenjevanje natančnosti metode smo izvedli z uporabo zbira serumov v dveh 
koncentracijskih območjih. Koncentracije smo določali na aparatu »IDS- iSYS Multi-
Discipline Automated System« s pomočjo eksperimentalnega modela 5 × 5 – model 
vključuje 5 dni in eno serijo na dan ter 5 ponovitev v seriji. S pomočjo rezultatov, ki smo jih 
dobili z verifikacijskim postopkom, smo določili natančnost, izraženo kot standardni odklon 
(enačba 1) in koeficient variacije (enačba 2).  
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Enačba 1: Standardni odklon 
𝑆𝐷 = √
𝛴 (𝜒 − 𝜒)
𝑛 − 1
 
Standardni odklon je najpogostejša mera za prikaz razpršenosti rezultatov in se izraža v 
enotah merjenja, kar je tudi pomanjkljivost standardnega odklona, zato ga ne moremo 
uporabljati pri primerjavi rezultatov, katerih enote so različne. Na standardni odklon vplivajo 
ekstremne vrednosti merjenja, na kaj je treba biti pozoren pri interpretaciji standardnega 
odklona. 
Enačba 2: Koeficient variacije (Sr) 
𝐾𝑉 % =
Sr
𝜒
 X 100 
Koeficient variacije ali relativna standardna deviacija se računa kot razmerje standardnega 
odklona in aritmetične sredine. Koeficient variacije se najpogosteje izraža v odstotkih in 
manj pogosto kot relativna številka.   
Natančnost iz dneva v dan je standardni odklon, ki se dobi iz standardne aritmetične sredine 
vsakodnevnega določanja (enačba 3). 
Enačba 3: Natančnost iz dneva v dan 
𝑆𝑏 = √
∑ (𝜒 − 𝜒)2𝐷𝑑=1
𝐷 − 1
 
Dobljene rezultate smo obdelali v računalniškem programu Microsoft Office Excel®. 
Obdelane podatke smo uporabili za ocenjevanje analiznih lastnosti metode za določanje 
1,25-dihidroksivitamina D. 
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4 REZULTATI  
 
V preglednici III so prikazani tako vrednosti meritev zbira serumov z nizkimi vrednostmi 
1,25-dihidroksivitamina D kot tudi standardni odklon, koeficient variacije in standardna 
napaka aritmetične sredine za vseh 5 serij meritev. 
Ponovljivost 
D = 5 dni 
N = 3 
Enota: 
pmol/L 
1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan 
L1 L1 L1 L1 L1 
Meritev 1 45,50 45,40 54,30 48,90 49,60 
Meritev 2 42,10 47,70 47,30 47,00 36,40 
Meritev 3 40,40 42,60 49,50 45,00 40,70 
Meritev 4 42,00 43,30 44,40 43,50 44,50 
Meritev 5 39,70 49,30 42,50 40,00 41,50 
Aritmetična 
sredina 
41,94 46,06 47,60 44,88 42,54 
Standardni 
odklon 
2,24 2,56 4,61 3,41 4,90 
Koeficient 
variacije 
(%) 
5,34 5,55 9,68 7,59 11,51 
Standardna 
napaka 
aritmetične 
sredine 
1,00 1,14 2,06 1,52 2,19 
 
Preglednica III: Prikaz rezultatov za ponovljivost – nizke vrednosti 
. 
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Slika 3 grafično prikazuje standardne odklone od aritmetične sredine za vseh 5 serij meritev 
zbira serumov z nizkimi vrednostmi 1,25-dihidroksivitamina D. Graf je narisan na podlagi 
podatkov, ki se nahajajo v preglednici III. 
 
 
Slika 3: Prikaz standardnega odklona za nizke vrednosti 
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V preglednici IV so prikazani tako vrednosti meritev zbira serumov z visokimi vrednostmi 
1,25-dihidroksivitamina D kot tudi standardni odklon, koeficient variacije in standardna 
napaka aritmetične sredine za vseh 5 serij meritev. 
 
Ponovljivost 
D = 5 dni 
N = 3 
Enota: 
pmol/L 
1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan 
L2 L2 L2 L2 L2 
Meritev 1 155,00 165,70 173,70 160,20 146,70 
Meritev 2 135,90 158,40 152,80 150,70 150,20 
Meritev 3 147,60 148,40 153,80 149,10 147,10 
Meritev 4 162,90 173,50 154,10 151,70 147,10 
Meritev 5 154,90 152,20 166,70 159,70 161,50 
Aritmetična 
sredina 
151,26 159,64 160,22 154,28 150,52 
Standardni 
odklon 
10,15 10,15 9,45 5,26 6,30 
Koeficient 
variacije 
(%) 
6,71 6,36 5,90 3,41 4,18 
Standardna 
napaka 
aritmetične 
sredine 
4,54 4,54 4,23 2,35 2,82 
 
Preglednica IV: Prikaz rezultatov za ponovljivost – visoke vrednosti 
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Slika 4 grafično prikazuje standardne odklone od aritmetične sredine za vseh 5 serij meritev 
z visokimi vrednostmi 1,25-dihidroksivitamina D. Graf je narisan na podlagi podatkov, ki 
so v preglednici IV. 
 
 
 
Slika 4: Prikaz standardnega odklona za visoke vrednosti 
 
 
 
V preglednici V so prikazane vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije za 
nenatančnost znotraj serije in vmesno nenatančnost. Rezultati preizkusov nenatančnosti so 
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prikazani kot ponovljivost in vmesna nenatančnost ter potrjujejo, da vse vrednosti, ki smo 
jih dobili, zadoščajo kriterijem sprejemljivosti do 10 %. 
 
                                                                                   Nizke vrednosti      Visoke vrednosti 
Ponovljivost s(x) 3,70 pmol/L 8,52 pmol/L 
Vmesna nenatančnost s(x) 1,70 pmol/L 2,51 pmol/L 
Laboratorijska nenatančnost (SD) 4,07 pmol/L 8,88 pmol/L 
Ponovljivost (CV%) 8,3 5,5 
Relativna vmesna nenatančnost (KV%) 3,8 1,6 
Laboratorijska nenatančnost (KV%) 9,1 5,7 
 
                Preglednica V: Vrednosti standardnega odklona in koeficientov variacije 
     
 
V preglednici VI so prikazani rezultati zunanjih kontrol od leta 2016 do 2019. Rezultati 
preizkusov pravilnosti zadoščajo kriterijem sprejemljivosti in sicer več kot 80 % rezultatov 
je znotraj 30 % tarčne vrednosti Kriterije je postavil program za zunanjo kontrolo vitamina 
(DEQAS) . 
 
Leto Vzorec 
Izmerjena 
vrednost 
Tarčna 
vrednost 
Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
Odklon 
(%) 
Kriterij 
sprejemljivosti 
Točnost 
(%) 
2016 
1. 62,5 82,6 52,9 112,0 -24,3 + 76,7 
2. 41,6 65,6 42,0 89,2 -36,3 - 63,7 
2017 
1. 44,1 55,3 35,4 75,2 -20,3 + 79,7 
2. 51,3 58,6 37,5 79,7 -12,5 + 87,5 
2018 
1. 38,2 45,4 29,1 61,7 -18,8 + 81,2 
2. 49,1 52,2 33,4 71,0 -5,9 + 94,1 
2019 
1. 42,8 63,3 40,5 86,1 -32,3 + 67,7 
2. 48,7 71,6 40,8 97,4 -32,0  + 68,0 
 
Preglednica VI: Prikaz rezultatov za pravilnost 
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5 RAZPRAVA 
         
Med uvajanjem novega analizatorja v rutinsko delo je treba izvesti verifikacijo ali validacijo. 
Pri verifikaciji analizatorja »IDS- iSYS Multi-Discipline Automated System« je bil cilj 
določiti, ali se lahko ta uporablja v rutinskem delu. Z verifikacijo smo določali dve analitični 
značilnosti metode, in sicer pravilnost in natančnost. Za merjenje koncentracij 1,25-
dihidroksivitamina D smo uporabljali serume pacientov, in sicer naredili smo zbir serumov 
pacientov z nizkimi vrednostmi 1,25-dihidroksivitamina D in zbir serumov pacientov z 
visokimi vrednostmi 1,25-dihdroksivitamina D. Pri določanju koncentracij 1,25-
dihidroksivitamina D smo uporabljali analizni set IDS-iSYSXp proizvajalca 
»Immunodiagnostics systems«. Metoda določanja 1,25-dihidroksivitamina D temelji na 
imunokemiluminiscečnem principu. Kemiluminscenca je pojav, pri katerem se kot posledica 
kemične reakcije sprošča svetloba. Sproščanje svetlobe omogoča kemiluminiscenčna 
spojina, lastnost takšnih spojin je, da pri prehodu iz vzbujenega stanja v osnovno stanje, 
sproščajo svetlobo. Pri analiznem set IDS-iSYSXp je kemiluminiscenčna spojina akridinijski 
označevalec in reakcija poteka tako, da v prvem koraku anion vodikovega peroksida iz 
sprožilnega reagenta naredi nukleofilni napad na C-9 akridinijskega prstana. Istočasno 
poteka kompetitivna reakcija z natrijevim hidroksidom, ki kot produkt daje 
nekemiluminiscenčno spojino. Hitrostno omejujoč korak v reakciji je cepitev 
akridinkarboksilatne skupine. Na koncu spojina N-metilakridon pri vrnitvi v osnovno stanje 
sprošča svetlobo. (19) 
Rezultati preskušanja natančnosti so prikazani kot ponovljivost in vmesna natančnost. Za 
verifikacijo natančnosti metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D smo merili 
ponovljivost s pomočjo eksperimentalnega modela 5 × 5, kar vključuje 5 zaporednih meritev 
istega vzorca v 5 delovnih dneh. Naš vzorec je bil zbir serumov pacientov. S pomočjo 
modela 5 × 5 hkrati raziskujemo ponovljivost in vmesno natančnost. V preglednici III so 
prikazani rezultati merjenja koncentracije 1,25-dihidroksivitamina D v zbiru serumov nizkih 
koncentracij ter tudi aritmetične sredine vsake serije in standardni odkloni ter pripadajoči 
koeficienti variacij, na sliki 2 pa je grafično prikazana tudi razpršenost rezultatov merjenja 
zbira serumov nizkih vrednosti. V preglednici IV so prikazani rezultati merjenja 
koncentracije 1,25-dihidroksivitamina D v zbiru serumov visokih koncentracij ter tudi 
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aritmetične sredine vsake serije in standardni odkloni ter pripadajoči koeficienti variacij, na 
sliki 3 pa je grafično prikazana razpršenost rezultatov. 
Ponovljivost, izražena kot koeficient variacije za nizke vrednosti, je znašala 8,3 % in za 
visoke vrednosti 5,5 %. Vmesna nenatančnost za nizke vrednosti koncentracij je bila 3,8 % 
in za visoke vrednosti koncentracij 1,6 %. Skupna laboratorijska natančnost za nizke 
vrednosti je znašala 9,1 % in za visoke vrednosti 5,7 %. Omenjeni rezultati so prikazani v 
preglednici V. 
Koncentracije 1,25-dihidroksivitamina D v krvi varirajo glede na starost, genske (spol, rasa, 
polimorfizmi) in okoljske dejavnike (izpostavljenost sončni svetlobi, prehrana). Čeprav 
imamo na voljo zelo natančne metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D, je znotraj 
laboratorijska variabilnost še zmeraj previsoka predvsem pri nizkih koncentracijah. Zaradi 
tega uporabljamo kriterije sprejemljivosti, ki nam kažejo, ali dobljeni rezultat upoštevamo 
ali ne. Kriterije sprejemljivosti lahko navaja proizvajalec ali so navedeni v Westgardovi bazi 
podatkov bioloških variacij. V današnjem pristopu kontrole kakovosti v laboratoriju se 
upoštevajo potrebe klinikov, zato so meje nenatančnosti postavljene glede na biološko 
variacijo merjenca. Pri preizkušanju ponovljivosti in vmesne nenatančnosti smo dobili 
koeficiente variacij pod 10 %. Koeficienti variacij naših merjenj so bili pod 10 %, kar 
zadošča kriterijem sprejemljivosti. 
Pri ocenjevanju pravilnosti metode za določanje 1,25-dihidroksivitamina D smo uporabljali 
rezultate zunanje kontrole kakovosti. Ocenjevanje točnosti s pomočjo vzorcev za zunanjo 
kontrolo kakovosti smo uporabljali iz tehničnih razlogov, ker smo imeli že zbrane in 
obdelane podatke zunanjih kontrol. Rezultati merjenja koncentracij vzorcev zunanjih kontrol 
so prikazani v preglednici VI. 
DEQAS navaja, da mora biti več kot 80 % rezultatov zunanjih kontrolnih vzorcev znotraj 
30 % tarčne vrednosti. Rezultati, ki smo jih dobili pri merjenju zunanjih kontrol, zadoščajo 
kriterijem, ki ga navaja DEQAS. 
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6 SKLEP 
 
Namen magistrske naloge je bil verificirati metodo za določanje 1,25-dihdroksivitamina D 
oziroma na podlagi objektivnih dokazov potrditi, ali metoda ustreza potrebam laboratorija. 
Verifikacijo metode smo preizkušali s pomočjo eksperimentalnega modela 5 × 5 in 
pravilnost s primerjanjem dobljenih rezultatov zunanjih kontrol z rezultati, ki jih je dobil 
organizator zunanje kontrole. Naši rezultati za natančnost so bili znotraj kriterijev 
sprejemljivosti, in sicer je bil koeficient variacije za nizke vrednosti KV% = 9,1 % in 
koeficient variacije za visoke vrednosti KV% = 5,7 %. Tudi rezultati za oceno pravilnosti so 
bili znotraj kriterija, ki ga navaja organizator zunanje kontrole kakovosti, oziroma več kot 
30 % rezultatov je znotraj 30 % tarčne vrednosti. Rezultati preizkušanja so nam pokazali, da 
se metoda lahko uporablja v rutinskem laboratorijskem delu in da lahko zaupamo rezultatom. 
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